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サ ー フ ァ ク ダ ン ト蛋白 C(s u rfa cta ntprotein C, S P-C) は , 肺サ ー フ ァ ク タ ン トが リ ン 脂質の 膜を形成 し, 肺胞 の 収縮力
を弱め る た め に不可欠な因子 である と 考え られ て い る . S P-Cは 2偶 の 疎水性構造 , すな わち2 6個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る α ヘ リ
ッ クス 構造 と パ ル ミ トイ ー ル 基を有 して い る が , その 作用機序 に つ い て は 不明な点が多い . 現在 , 呼吸窮迫症候群 の 成因究明
や治療用サ ー フ ァ ク タ ン トを開発するうえで , S P- Cの 作用機序 を解明す る こ と が 急務 に な っ て い る . 近年, 肺 胞蛋白症患者
の肺内貯留物 に は , パ ル ミ トイ ー ル 基を欠い た 単体の SP-C(mS P-C) や mS P-C が重合 した多量体 の S P-C(pSP-C) の 存在する こ
と が見 い 出 さ れ た . 今回著者は , SP-Cの 構 造 と生 理機能の 関係を検索す る目的で , 上 記 の mS P-C, pS P-C およ び通常の SP-C
bS P-C, ブ タ 由来)を用 い て 再構築サ ー フ ァ ク タ ン トを作製 し, 呼吸窮迫症候を呈 して い る ウサ ギ未熟胎仔 に投与 して , そ れ
らの 薬 効を比較 した . なお , S P-C分画以外 の 成分 と して は , ブ タ の サ
ー フ ァ ク タ ン 卜者白B と合成 T) ン脂 質の 混合物を用い
た . 最大吸気圧を25c mH20 に設定した人工呼吸下 で は , S P-C分 画が 存在 しない もの を投与 し た動物 の 換気量 は , 7.3± 1･O
ml/kg 匝±S E M) で あ っ た . ま た, mSP-C を添加 して もそ の 効 果は 見 られ なか っ た.
一 方 , nS P-Cま た は pS P- Cを2 %含む再
構築サ ー フ ァ ク タ ン トは それ ぞ れ14.3± 0.7 ml/kgおよ び18.4±4.1ml/kg と, 前2者に 比 べ 有意 に大きい 換気量を発現させ た･
以上 の 結果 か ら, S P-Cの 生理作用 に は パ ル ミ トイ ー ル 基 が重要な働き を して い る と結論 された . また パ ル ミ トイ
ー ル 基が 欠
損 して い て も, α ヘ リ ッ クス 構造が 2個存在すれば生理作用を示す と結論 され た . し たが っ て, S P-C は, サ ー フ ァ ク タ ン トの
主成分で ある リ ン脂質の 二重膜の 間に2 つ の疎水性構造で構わ た しを作り, 表面活性を有する膜の 形成を促進 させ る働きをし
て い る もの と推察さ れ た.
Ke yw o rds pulm o n ary alv e olarpr otein o sis, S u rfa ctantpr otein C, pOlym ericfo r m, m O n O m e ricfo r m,
Palmitoylresidues
肺サ ー フ ァ ク タ ン トは , 肺胞 の 表面張力を減少 さ せ て 換気力
学を正常 に保 つ 物 質で あり
1)
, 主と して リ ン 脂質2)3)とサ ー フ ァ
ク ダ ン ト蛋白(su ,factantpr Otein , SP) か ら成り 立ちて い る4卜 8)
ま たS P に は, 親水性 の A お よび D (SP,A およ びS P- D) と疎水性
の B お よ び C(S P-B およ びS P- C) の 存在する こ と が 明 らか に な
っ て い る
9)
. 現 在の と こ ろ , 表面張力を減少さ せ る作 剛 こ対 し
てS P-Aと SP-D の 関与 は少 な い が , 疎水性 の S P-B とS P-C は不
可欠であ る と考え られ て い る9卜 11). しか し, こ れ ら 疎水性S P
の 作用機序, と く に S P- C と リン 脂質 の 相 互 作用 に つ い て は ,
不明な点が少なくない .
一 方 . 急性 呼吸窮迫症候群 (a c ute r e spir ato ry distr e s
syndro m e, A R D S) の 治療 には 大量の 人工肺 サ ー フ ァ ク タ ン トが
必要 であり, 治療費 は高額とな る . その た め , S P- Cま た は そ
の 相似物質の 人工 合成は , A RDS の治療 に大きく貢献す る で あ
ろう . S P･C は , 2 6個 の ア ミ ノ 酸 よりな る疎水性 の α ヘ リ ッ ク
ス 構造 に 9個 の 親水性 ア ミ ノ 酸 が つ な が っ た 構 造を し て い
る
12)13)
. また 親水性部分 の 5番目 と6番目 に存在す る シ ス テ イ ン
に は, パ ル ミ ト イ
ー ル 基 が チ オ エ ス テ ル 結 合 して い る
14)1 5)
. 現
在, この パ ル ミ トイ ー ル 側鎖が 機能発現 に必要なもの か 否か は
不明であ る . した が っ て , パ ル ミ トイ ー ル 側鎖 を欠い た 場合の
機能 は, 人工 肺サ ー フ ァ タ ン ト の 開発 に対 して多く の 示唆を提
供す るも の と考えら れ る .
近年, 肺胞蛋白症 bulm o n ary alv e o ralpr otein o sis, P A P)
1 6)患
者 の 肺胞内貯留物 に は , パ ル ミ トイ ー ル 側鎖 を欠い た単体の
S PpC (m oho m ericfor mS P-C, mS P-C) や 同 じく パ ル ミ トイ
ー ル
側鎖 を欠 い た多量体 の S P- C(polym ericfo r mS P-C, pS P-C) の 含
まれ て い る こ とが 明ら か に な っ て きた け) 1
8)
. 今 回著者 は 上 記の
所見 に注目 し, S P- Cの 構 造 と 作用 の 関係 を解明す る目的で ,
正常 なS P-C(n o r m al S PMC, nS P-C)を用 い て作成 した再構築 サ
ー
フ ァ ク タ ン ト (r e c o n stituted su rfa ctant, R S) と P A P患者の mSP-
Cや pS P-Cを用 い て作成 した RSの 生理的機能をウ サ ギ未熟胎仔
を用い て検討 した .
平成12年1月 6日受付, 平成12年3月 6日受理
A bbreviatio n s‥ A R D S, a C ute reSpiratory
-
distre$S Syndr oIPe; D O P C, dioleyl-L α -phosphatidylcholine ;D P P C,
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材料 お よ び方法
Ⅰ . 試料の 調製
1. 加工 天 然サ ー フ ァ ク タ ン ト (m odi鮎dn atu ral$ u rfa cta nt ,
MN S)
新鮮なブ タ摘出肺を生理食塩水 で洗浄 し, 回収され た洗浄液
か ら, 遠心 (15 0× g, 10分) で細胞成分を除去 した . 次い で ,
上 帝を20 0× g, 4℃ で1時間遠心 して 沈遮(白濁層)を採取 し
た. こ の 遠心操作を再度繰り返 して精製 した 白濁層 に ク ロ ロ ホ
ル ム とメ タ ノ ー ル (2:1, Ⅴ :可 の 混合液を加え, そ の 中の 親水
性蛋白質(主と してS F A とS P-D) を除去 し た19). そ の 後, アセ
ト ン 沈殿法 に より中性脂肪 や コ レ ス テ ロ ー ル を除去し, 凍結乾
燥 した もの を M N S と した.
2. S P-B お よ びnSP･C
まず, 凍結乾燥 した M N Sをク ロ ロ ホ ル ム とメ タ ノ ー ル (1:1,
Ⅴ : 可 の 混合液に5 % 切割合で 0. 叩 塩 酸を加え た溶媒に溶解 し
た . 次 い で , セ フ ァ デ ッ ク ス L H-6 0カ ラ ム (2.5× 80c m ,
Pha m a cia L E B Biote chn olog yInc. , Uppsala, Sw eden)を用い た
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー によ り, 4.2 mlず つ 70本 の 試験管 に
分割抽出 し た
2P)
. そ の 際の 移動相 に は M N Sを溶解す る の に用
い た 混合液をそ の まま使用 し, 流 速を40ml/ 時間に設定 した .
分光光度計 ひ2000(日立, 東京) で測定 した 紫外線(280n m)の
吸光度 に より, 試験管番号19～ 23番の 試料をS P-B, 31～ 38番
の 試料を nS P-C とした . な お , 各試験管内の 試料の 一 部 に つ い
て はSw ank らの 方法21)に よ り非運元状態 で S D S- m G Eを行ない
純度を判定 した . ア ク リ ル ア ミ ドの 濃 度 は12.5 % で, 1レ ー ン
あ た り の 蛋 白量 は 1 0〃 g と し た . ま た , 脂 質 の 含 有量を
Bartlettの方法 22)で 測定 した . その 後, 試験 管内の 試料を各S P
ごと に 一 括 し, 蛋白質濃度を mic r o-Kjeldahl法
23)で測 定 した う
え, 実験 に使用するまで 上 記 の 溶媒 に溶か した ま ま - 75℃で
保存した .
3. mSP-Cお よび pSP-C
mS P-C とpS P-C は, 2名の P A P患者 (50才男性 お よ び46才男
性) の肺洗浄液か ら分離 した . なお , 肺洗 浄は , 治療 を目 的と
して 生理食塩水 を用 い て行 わ れ た もの で あ る24) . 各患 者の 洗浄
液を2000×g, 4℃で1時間遠心 し , 得 られ た沈故を - 75℃で
保存 した . まず, 両患 者の 沈漆を 一 括 し, 約5倍量の ク ロ ロ ホ
ル ム と メ タ ノ ー ル (2:1, Ⅴ :可 の 混合液を加え て疎水性分画を
採取 した . 次 い で, 前項 と 同 じ方法(カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー と紫外線吸光度測定) を用い て 上 記の 疎水性分画を67本の 試
験管 に分割抽出 し, 試験管番号1 8～ 23番の もの を肺胞蛋白症
由来の S P-B (papS P-B), 26～ 29番の もの をpS P-C, 32～ 40番
の も の を ms p-C と した. 各S Pの 純度 の 判定や濃度 の 測定も,
M N S由来 の S Pの 場 合と 同様の 方法で行 っ た . その 際, mS P-C
と ps p-Cの 分離度 に つ い て も判定する た め , S D S-P A G E は非還
元状態とメ ル カ トル エ タ ノ ー ル を用 い た 還元状態 の 両方で行 っ
た . 各SPは , そ れ ぞ れ を 一 まと め に し実験 に使用す るまで ,
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 溶媒 に 溶 か した まま - 7 5 ℃ で保
存 した .
4. パ ル ミ ト イ ー ル 基の 測定
nS P-C, mS P-C お よ びpS P
-C に結合して い る パ ル ミ トイ ー ル 基
の 含有量 は, M o ris o nの 方法
25) に基づ き各試料を0.1 Mの 水酸
化カ リ ウ ム で加水分解した乱 三 フ ツ 化ほう煮 でメ チ ル 化 しガ
ス ク ロ マ ト グラ フ ィ ー で 測定 した.
5. RS
本実験で は, 脂質構成とS P-Bの 含有量を全 て同 一 に した9種
類の R Sを作成した . すなわち , 脂質成分 と して は , 合成 ジ バ
ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン (dipalm ytoYl-L- α -
Pho sphatidylcholin e, D P P C) (Sigm aChe mical, St. Lo uis, M O),
合成 ジ オ レ オ イ ー ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン (dioleyトし α -
Pho sphatidylcholin e, DOPC) (Sigm aC he mical), お よ び卵黄由
来 の ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル (し a -Pho sphatidyl- D L-
glyc e rol, P G) (Sigm aC he mic al) の 3種類の リ ン 脂質を用 い た.
まず, こ れ ら をク ロ ロ ホ ル ム に溶解 し, D PP C:DO PC:P Gの
重量比 が60:20:20 に なる よう に混合 した . 次 い で , この リ ン
脂 質の 混合液 にM N S由来の S P- B(カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
の 溶媒 に溶 か した もの)を0.7 % 匝/両卜添加し, S P-C成分を欠
い た RS(oR S)と した .
ORS に, nSP-C(カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 溶媒 に溶か した
もの)を1 %, 2 % お よ び3 %あて 添加 し, そ れ ぞ れを nR S-1,
nRS-2 お よびnRS-3 と し た. 同様 に oRS に1 %, 2% およ び3 %
あて mS P-Cを添加 し, mRS-1, mR S-2 お よ びm R S-3 と した. ま
た pRS-1お よ びpRS-2を同様の 方法で作成 した. しか し, PS P-C
の 量が 不足 した た めpRS-3は用意する こ と が で きなか っ た . こ
れ ら の RSは , 窒 素を吹送 して溶媒を除去 した 後, 凍結乾燥 し
て保存 し, 実験 に使用する際に は 生 理 食塩水中に 50m g/mlの
濃度 で分散 し た. な お, この 分散液の pH は, 2.5以下 の 酸性を
示す ため 0.1 Nの 水酸化ナ トリ ウ ム を加えて M N S の分散液と同
じpH(5.5 ～ 6.5) に調整 した .
Ⅰ ･ 換気力学の改善効果判定(ウサギ胎仔を用い た実験)
1. 実験1(M N S に よ る検討 : 方法の 妥当性 に関する検討)
実験 1 で は, 合計20 羽の ウサ ギ未熟胎仔 を用 い た . 交配27
日日(26 日22時間か ら27日5時間) の 妊娠 ウサ ギ (日 本白色種,
満期妊娠日数 は31 日)3 羽 をベ ン トパ ル ビ タ ー ル 50mg/kgの 静
注で 麻酔 した 後, 帝王 切開で未熟胎仔を娩出 し た. 胎仔の 体重
を測定後, 腹腔内 に0,5 mg の ベ ン ト パ ル ビタ ー ル を投与 し, 気
管 に18 Gの 金属カ ニ ユ ー レ を挿入 した . そ の 後, 同腹 の 胎仔
(3 ～ 10羽)を無作為に M N S群と 対照群の 2群 に分けた . M N S
群(n = 10)に は, M N Sの 分散液(濃度, 50mg/ml)を10 0FLlあ
て 気管内に注入し, 対 照群(n = 10)の 気管内に は何も投与 しな
か っ た . こ れ らの 処置が終了 した 胎仔は , 37 ℃ に保 っ た換気量
測定装置Z6)の 気密室 に順次収容 し持続的気道陽庄 下 に待機さ せ
た .
す べ て の 胎件の 準備が出来た段階で パ ン ク ロ ニ ウ ム 0,02m g
を腹腔内に投与 し て胎仔 を非動化 し, 純酸素に よ る従庄 式の 間
歓的陽庄換気 を 開始 し た . 人 工 呼 吸器 に は サ ー ボ 9 0 0 B
(Sim e n s-Ele m a, Soln a, Sw ede n) を 用 い , 最大吸気庄(pe ak
in spir a ro ry pr es s u r e, PIP) は作動庄を変える こと で 調節 した .
呼吸数 は1分間40臥 吸気と呼気の 時間比 は1:1 に設定 した .
人工 呼吸開始後, 最初の 1分間は , 気管内 に投与 した 試料が肺
胞 にまで到達する よ う に, PIPを30c mH20 に設定 した . その
後の 15分間は PIPを25cm H20 に, 次 い で 5分毎 に20c mH20,
m o n o m ericfor mSP-C;nSP-C, n O r m al S PJC;P A P, pulm o n ary alv e oralpr oteinosis;P G,I: α -Pho sphatidylD I]gけcerol;
PIP
, Peak inspiratory pres su re;pS PLC, POlyme ricfor mSP-C;RS, re C O n Stitutedsu血 ctant;S P,S u rfacta ntpr otein
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Fig. 1. Re c o rding syste m fo rtidalv olu m e of im m atu re n e wbo r n r abbits. T he a nim als w er etr a che oto miz ed, tr e ated withv a rio u s
s u rfactants, and keptin m ul也pleplethys m ogr aphs(c apa city = 10a nimals). T bey w e re c o n n e cted in paral1elto the r e spir ato rwi1ich ar e
s etata m ode ofpre s s u re- C O ntr Olledv e ntilatio n. T hetid alv olu m e w a scalc ulatedbyintegratio n ofpre ss u redifEer e n c e a c ro s sthe r e sita nt
tube atta chedto theplethys m ograph. Diff. pr e ssり differ entialpre ss u r e;02,0 Ⅹy ge n;E C G, ele ctro c a rdiogr aph･
15c mH20 と低下 させ , 最後 に再び2 5c mH20 に上昇 させ た . そ
の 間, 5分毎 に各PIP で の換気量 を測定 した . 換気 量 は , 各気
密室 に接続 し た気涜抵抗管前後 の 庄差を差庄検出器 汀R 602,
日本光電, 東京) で検出 し, そ の 出力を積分器(A R 601 G, 日本
光電) に導い て求 め た2 7)(図1). なお , 実験中は 人工 呼吸器 の 回
路内庄を常時監視し, 設定 した換気条件 が保 た れ て い る こ とを
確認 した.
換気量測定後, 各胎仔 の 心電図を記録 して心拍数が 120/ 分以
上 の もの を 生存動物 と判定 した (ウサ ギ 未熟胎仔 の 心拍数 の 正
常借は 240～ 320/ 分). そ の 後, 適量の ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル を
腹 腔内に投与 して 胎仔を屠殺 し, 経横隔膜的 に気胸 の 有無を確
認 した . なお, 気胸 を認め た胎仔 は , 統計処理か ら除外した.
2. 実験2(RS に よ るS P-Cの 種 頬と機能 の 関係 の 検討)
1)nRS シ リー ズ
ns p-C の 機能を調 べ る ため に交配27 日 の 5 羽の 妊娠 ウ サ ギ
か ら合計3 1羽の 未熟胎仔を娩出 し, nRS-1群 (n = 7) , nRS-2群
小 = 10), nR S-3群 (n = 7) と oRS群(n = 7)の 4群に 無作為 にわ
け, 各群に 対応す るR Sの 分散液(濃度, 50m g/ml) を100FLlあ
て 気管内に注 入 した . 換気量測定 は前項 の 実験 1 と同様 に行 っ
た が , PI Pを2 5c mH20 に設定 した 際の 換気量 は , 換気 開始後
30分目の 値 を採用 した . なお 前項 と同様, 気胸 を認め た胎仔 の
所見 は統計処理 か ら除外 した .
2)m RS シ リー ズ
ms p-C の機 能の 調査 に は , 5 羽の 妊娠 ウサ ギ か ら 娩出 され た
合計3 2羽の 未熟胎仔を用 い た . そ れ ら を 皿 R S-1群 (n = 7),
m RSA2群 (n = 9), m RS-3群 (n = 7)と oRS群(n = =7) の 4群 に無
作為 にわ け, 各々 に対応す る RSを投与 した . 投 与量 , 換気量
の 測定法, 各デ ー タ ー の 処理法などは , nR S シ リー ズ と 同 一 の
方法で行 っ た .
3)pRSシ リ ー ズ
ps p-C の 機 能を調 べ る た め , 4 羽の 妊娠 ウサ ギ よ り合計24羽
Fig. 2. S D S-P A G E(12.5 %)pr o丘1e ofu n redu c ed and redu c ed
stage s ofsu rfa cta ntprotein s. Ⅰ , Su rfa cta ntprotein B isolated
打o m patie nts with pulm o n alY alv e o ralprotein o si (papS P-B);
Ⅱ , pOlym e ric fo r m s u rfa cta nt pr otein C (pS P- C); III,
m o n o m e ricfo r m su rhctantprOtein C(mS PMC).
の 未熟胎仔を娩出 し, pRS-1群 (n = 7), PRS-2群 (n = 10) お よ
び oRS群(n = 7) の 3群 に無作 剃 こわ け, 各 々 に対応す る RS を
投与 し た. なお , R Sの 種類以外 の 実験条件 は , nRS シ リー ズ
や m RS シ リー ズ と 同 一 に した .
Ⅱ . 統計処理
体重お よ び換気量 の 測定結果は , 平均値 ± 標準誤差で表 わ し,
そ れ ら の 群 間の 比較 は, 分散分析 を行 っ た うえ Bonfe r roniの多
重比較テ ス トで 判定 し た. 危険率 炒) が0.0 5未満をも っ て 有意
差 と した .
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PIP(C mH20) 2 5 25 25 20 1525
Tim e (min) 5 1 0 15 20 25 3 0
Fig. 3, Ti d alv ou m e s atv ario u spe ak in spirato ry pr e ss u re sin
anim al expe rim e ntl. 園, anim als re c eiving m odiBed n atu r al
Su rhcta nt(n = 8); ⑳, anim als re c eiving n o surfa cta nt asthe
C O ntrOl(n = 10). PIP,peAk in spir ato ry pre s su re. Values are
豆±S E M. *P < 0. 5v s co ntr ol.
成 績
Ⅰ . S P の組成
M N S より カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 分離 し たS P-B お よ び
SP-Cの 各試料 をS D S-P A G E で検定 し た 結果, 目 的と する 各蛋
白は ほ ぼ純粋 に分離 さ れ て い る こ とが 確認さ れ た ∴ Ⅳげ 患者 よ
り分離 した papS P-B, PSP-C お よ びmS P-C 各分画 の S D S-P A G E
の 結 果 を図2 に示す. 非還元状態の 結果 より, pS P-C とmS P-C
の 各分画 は ほ ぼ 純粋なもの で ある と 確認 され た. ま たpS P-C分
画は , 非還 元 状態 で は mS P-C より遅く泳動 さ れ た の に対 し,
還元 状態で は mS P-C と ほ ぼ同 じ位置 に泳動 さ れ るも の が 認め
ら れ た . ま たpapSP-B は, 還元状態の 方が 非還元状態 よりも早
く泳動 さ れ た . なお , M N S に はS P-B が 0.36 %(w/w), S P-C が
0.73 %含 まれ て おり両者 の 比 は ほ ぼ1:2 であ っ た . 州一 方, P A P
患者由来 の papS P-B, pS P-C, mS P-C の 重量比 は27:23:50で あ
り, S P-C分画の 比が M N Sよ り若干高か っ た . 同 一 重量の各S P
に含 ま れ る パ ル ミ トイ ー ル 基 の 量は , nS P-C の 値を1.0 と した
場合, pS P-Cで 0.42, mS P-C で0.38 であ っ た .
Ⅰ . 換気力学 の改善効果
1
. 実験1
対照群 で は気胸を認 めなか っ た が , M N S群で は 2羽 (2/10)
認め られ た. 対照群で は 10羽中3 羽 が実験 の 終了時点で 死 亡し
てい た . 胎仔 の 体重 は , M N S群 で34.2± 1,2 g(n = 8, 気胸 が
生 じた 2羽を除外), 対 照群 で33.0± 1.1 g(n = 10) で あり , 群



















Fig･ 4･ Ti dalv olu me s atvario u spe ak in spirato ry pr e ssu re sin
S e rie sl) of e xpe rim e nt 2. T he a nim als w e regiv e n
re c o n stituteds u rfacta nts(RS)wi1ichc o ntain n o r m als u rfactBtnt
protein C(nS P-C)at va rio u s co n c e ntr atio n s. □, 0 %(n = 7);
圏 ,1 %(n = 7); 歯 ,2 %(n = 10);臨,3% (n = 7). PIP,pe ak
in spirato ry pre ss u re. The c o n stitute s of RSothertha nnSP-C
a r e a mixtu r e ofsynthetic pho spholipids a ndpo r cine
Su rfa cta ntprotein B. Valu e s ar e衰± S E M.
*P < 0. 5v sRS
WithoutSP-C fractio n(oR S).
一 方, PIP を25c mHzO に設定 した 際の 平均換気量は , M N S
群が30ml/kg以 上 を呈 した の に対 し, 対照群で は2.O ml/kg以
下 で あ っ た (p< 0.05). ま た PIP を20 お よ び1 5c mHYO に低下
させ ても, 両群の 換気量 には 有意差が認め られ た (図3).
2. 実験2
1)nRS シリー ズ
OR S群, nRS-1群, nR S-2群お よ び nR S-3群の 胎仔の 体重 は,
そ れ ぞ れ31･1± 1･1g (n = 7), 28.2± 1.3g (n = 7), 31.4± 1.4g
(n = 1 0), 31.8± 1.2g (n = 7)で あり, 群間 に有意差は認め られ
なか っ た . 各群と もに , 気胸 を認め た胎仔や 死 亡 した 胎仔 はい
なか っ た .
PIPが25c mH20 の 場 合, 換気量は nSP-C の 濃度 に依存 して増
加 し, nRS-2お よ び nR S-3群で は , nSP-Cを含ま ない oR S より有
意 に 大き な値を示 し た . PI P が 1 5 お よ び 2 0c m日20 の 場 合,
nRS-3群の み , ORS群よ り有意 に大きな換気量を示 した (図4).
2) mR S シ リー ズ
OR S群, mR S-1群, m RS-2群お よ び m RS-3群 の 体重 は, そ れ
ぞれ 29.8±1.2g(n = = 7), 30.6 ±1.7g(n = 7), 32.1 士1.4g(n = 9,


















Fig.5. T はalv olu m e s叫 Vario u speakin spirato ry pre s su re sin
s e rie s2) of e xpe rim e nt 2. T he a nim als w e r egiv e n
re c o n stituted su r血ctants(R S)which c o ntain m o n o m eric for m
s u rfa cta ntpr otein C(mS P-C) atv ario u s c o n c e ntr atio n s･ 口,
0 %(n = 乃; 圏 ,1 %b = 刀; 隠 ,2 %(n = 9); 薗,3 %(Ⅱ = 7)･
PIP, Peak in spir ato ry pre s su re･ The con stitute s of RSothe r
tha n mSP- C are a mixtu re of synthetic pho spholipids a nd



















Fig. 6. Ti dalv olu m e s atv ario u speak inspir ato ry pr e ss u r esin
s e rie s3) of e xpe rim ent 2. T he a nim als w e r egiv e n
re c on stituted su rfa cta nts (RS) which c o ntaip polym e ricfo r m
s u rfa ctantprotein C (pS P-C)atv ario u s c o n c e ntratio n s･ 口,
0 %(n = 7); 閤 , 1 %(n = 7); 瓢 , 2 %(n = 10). PIP, peak
in spiratory pre s su r e･ Ⅵ1e C O n Stitute s of R Sothe rthan pSP
:C
are a miⅩtu r e Of synthetic pho spholipids a nd po r cin e
surfactantprotein B･ Valu e s ar e豆±S E M･
★P < 0･ 5v sRS
wi tho utS P-C fra ctio n(oRS).
｣ Al｡ba_helix ⊥ ｣
Fig. 7. Stru Ctu r e Ofn o r m al hu m an S urfactantprotein C･ This protein ha s abis
-CySteinyl-5,6-Palmitoylated stru Ctute ･ Sulfurs(S)im plicit
in cystein s ar e Sho wnin o rderto e mphasiz ethethio e ste r n atu re of thelinkag
es(Cu rstedtetal, refer e n c e14)･
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Fig.8. Sche m aticillu stratio nfor ar ra nke m e ntofsu rfa cta ntpho spholipidsin alv e olarlininglayer･ nS P-C, n O r m als u rfa cta ntpr otein C(S P-
C); pSP-C, pOlymericfo rmS P-C.
有意差 は認め られ なか っ た . m R S 2群の 1 羽 に気胸を認 め たが ,
全胎仔 は換気量 の 測定が終了する ま で生存 した .
PI P が25c mH20の 場合, 各群 の 換気量 は mS P,C の 量 に 関係
なく約10m L/kg前後にすぎなか っ た . また PIP が15 お よ び20
c mH20 の場合も4群間 に有意差は認 め ら れ なか っ た (図5).
3)pR S シ リー ズ
oRS群 , pRS-1群 お よ びpR S-2群の 体 重は , それ ぞれ 30.1士
1.2g (n = 7), 30.4 ±2.1g(n = 7), 30.2± 1.7g(n = 10) で あり,
群間に 有意差は認め られ なか っ た . 各群 とも, 気胸 を認め た 胎
仔お よ び 死亡 した胎仔 は い なか っ た .
PIP が25c mH20 の 場 合, PRS-1群の 換気量 は oRS群 と ほ ぼ同
値 であっ た . しか し, PR S-2群の 換気量 は, OR S群 と 較 べ 有意
に大きく2倍 以 上 の 値 を 示 し た . ま た PI Pが 1 5お よ び 2 0
c mH20 の 場 合で も, pRS-2群 の 換 気量は oRS群 より大きい 傾向
が認め られ た(図6).
考 察
在胎27日 未満 の ウ サ ギ 未熟胎仔 は , サ ー フ ァ ク ダ ン トが 欠
如 して お り , PIP を2 5c mH20 に高 め た 人工 呼吸 に よ っ て も5
ml/kg以 上 の 換気量を得 られ ない が , 外部 よ りサ
ー フ ァ ク タ ン
トを補充する こ と で , そ の 活性 に見合 っ た換 気量 の 得 ら れ る こ
と が 知ら れ て い る28卜 :-2). 今回の 実験1の 対照群 の ウサ ギ未熟胎
仔も, す べ て の PIP で 4ml/kg以 下 の 換 気量 しか 得 ら れ な か っ
た
.
この こと よ り, 今回使用 した ウ サ ギ 未熟胎仔も自己の サ ー
フ ァ ク タ ン トが 欠如 して い た と 言える . ま た M N Sを投与 した
胎仔 の 換気量 は , PI P を25c mH20 に し た場合 , 平均値 で 30
ml/kg以上 の 換気量を得 る こ と が で きた . した が っ て , 今回使
用 した 動物お よ び方法 は, サ ー フ ァ ク タ ン トの 活性を測定する
もの と して , 適切で ある と考えられ た.
P A P患者の 肺内貯留物 に は, リ ゾ フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン
qys opho sphatidylcholin e, 匝 so-P C) が多い と報告され て い る
18)
･
また 匝 so-P C は, サ ー フ ァ ク タ ン トの 活性を強く阻害する こと
が知られて い る 33). こ の よう な理由か ら, 本実験 で は 人工 的 に
調製 した混合 リ ン脂質を用 い て再構築サ ー フ ァ ク タ ン トを作製
し, P A P患者の pS P-Cおよ び mS P- Cの 機能を調査 した . なお ,
正 常な ヒ ト由来 の S P- Cの 入手 が 困難な ため , 対 照に は ブ タ 由
来の SP- Cを使用 した . ヒ ト と ブ タの S P-C の構造 は, ア ミ ノ 酸
の 数や種類 に若干の 違い は あるもの の , その 機能は ほ ぼ 同様で
ある と 報告さ れ て おり
34)
, 今 回の 検討 に は 問題 がな い と考えら
れ る .
人工 サ ー フ ァ ク タ ン トの 脂 質構成 と して , 高橋3 5)は D P P C,
D O P C, P Gを60:20:20 に調整 した もの が最も高い 活性を示す
と報告して い る . した が っ て , 今 回の 実験で 用 い た RSの 脂 質
構成 は, 高橋 の もの と 同 一 に し た . S P に関 し て は, SfしB分画
もSP-C分画も M N S に含まれ る 量(そ れ ぞれ0.36 % と 0.73 %)よ
り多く含有す る RS(oRS以外)を作製 した . しか し, ウ サ ギ胎
仔の 換気量で判定 した 活性は, nRS-3 でもM N S より若干劣るも
の で あ っ た . こ れ は , 現時点 にお ける 再構築法 の 限界であり
11)
,
や むを得ない こ と と考えら れ た.
P AP患 者の S P-C には, 前 述 した よ う に単量体 の mSP-C と重
合体 の PS P-C が存在す る
岬
. 本 実験で 用い たP A P患者由来の
paps p
-B, pSP-C, mS P-Cの 重量比 は, 27:23:50 であ っ た . ヒ
トの 正常 なSP-C は, 固7の 様に疎水性 の 強い ア ミ ノ 酸で構成 さ
れ る α ヘ リ ッ ク ス に, 同 じ疎水性の 強い パ ル ミ トイ ー ル 基の 倒
扱が 5番目 と6番目 の シ ス テ イ ン 残基 に結合 し た構造 を有 して
い る
1 4)15)
. ms p-C は, 正常S P-C の 2個 の シス テ イ ン 残基に 存在
する パ ル ミ トイ ー ル 基が , 1個ま た は2個と も欠如 した もの で
ある と 報告 され てい る 17). ま た pS P-C はパ ル ミ トイ ー ル 基 を欠
い た mS P-C が, シ ス テ イ ン 残基 を介 し て 重合 し た もの で ある
と 報告 され て い る
17)3印
. 今回の S D S-P A G E で は, 非還元状態で
ps p-C がmS P-C より遅く泳動 され , 還元後には mS P-Cと ほ ぼ 同
じ位置 に泳動 され る もの が 出現 した. し たが っ て , 今回使用 し
た pS P-C は, mS P-C の 重合体である と 判断さ れ る . ま た mSP-C
お よ び pS P-C に含ま れ る パ ル ミ トイ ー ル 基の 量 は , そ れ ぞ れ
ns p- Cの 約40 %で あ っ た . こ の こと より今回使用 し た mS P-C
お よ びpS P-C は鈴木 ら の 報告
18)と 同様, パ ル ミ トイ ー ル 側鎖 が
一 部 欠損 した もの で あ る と考えら れ る . なお , PapS P-B の S D S-
P AGE で非違元状態 と還元状態で異な る所見が得 られ た こと か
122 太
ら , paPS P
-Bも多量体 である可能性が示唆 され た が , 本実験で
は そ れ以上 の検討を割愛 し た.
今 回の 換 気量 の 測定結果をま と め る と , nS P
- C を そ れぞ れ
2 % お よび3% 含 む nRS-2群, nRS-3群 は, S P-Cを含ま な い Ⅷ RS
群 に対 し有意 に大き な換気量を示 し た. ま た pS P-C を2 %含む
pR S 2群も oRS群 に 対 し有意 に大きな換気量 を示 した ･ しか し,
mRS群 の 換 気量 は , mS P-Cの 含有量を3 % に高め て もoR S群 と
の 間に有意差を示さなか っ た . すなわ ち, mS P-C には換 気量を
増加 さ せ る 作用 が ほ と ん ど存在しな い と判定され た ･
一 方 ,
ms p_C の重 合体 であ るpS P-C に は, 換気量 を改善する作用が あ
ると 考え られ た .
今回 の 実験結果を分析す る際 に は, mS P-C やpS P
-C な どの ア
ミ ノ酸組成 に閲 し た検討も必要であ ろう. しか し, 今 回の 実験
結果 は , SP-C に結合 した パ ル ミ トイ
ー ル 側 鎖が 換気量発現 に
大きく関与 して い る こ と を強く示唆するも の で あっ た ･ 気泡型
表面張力計 や W ilhelmybalan c eを用い た Wa ng ら
3nや Cr e u w els
ら
珊 の 物理化学的測定で は , パ ル ミ トイ
ー ル 側鎖 が 存在す る と
表面活性 が著明 に増強す ると 報告 されて い る･ しか し, こ れ ら
は試験管内の 実験結果 にすぎな い . 一 方 , 丑 卵 唱 0 0d ら
39)は , 再
構築S P- Cを用 い た 実験で パ ル ミ トイ
ー ル 基を付加 し て も未熟
ウサ ギ胎仔 の 換気塞 が増大 しなか っ た と報告して い る･ 今 回の
実験 は, パ ル ミ トイ ー ル 側 鎖 に表面活性を増強す る作用 がある
とす る Wa咽 ら の 見解を生体内で始 め て確認 した の も と言 い 得
る .
さ ら に, pS P
- C は, mS P- Cと 同様に パ ル ミトイ ー ル 側 鎖が 欠
損 して い る に もか か わらず , 大 きな換気量を発現 させ た ･ こ の
こ と は , パ ル ミ トイ ー ル 側鎖 の代 わ り に, 第5, 第6の シ ス テ
イ ン に疎水性 の α ヘ リ ツ ク ス 構造が存在すれば換気量増加作用
が発揮さ れ る こ と を示唆 して い る . すな わち, 本 葉験結果 は ,
S P_C の 換気量増加作用 に は シ ス テ イ ン 側鎖 と して , パ ル ミ ト
イ ー ル 基 や疎水性 の ア ミ ノ酸に よる α ヘ リ ッ ク ス 構造 な どが結
合す る必要が ある こ とを新 しく示唆 した もの で あ る ･
サ ー フ ァ ク ダ ン ト は, リ ン 脂質が 界面膜を形成す る こ と で 肺
胞の 虚脱を防い で い る. しか し, リ ン脂 質の み で は 図8の よう
な ミ セ ル を形成 し界面膜を形成 し難 い . 事 実, S P-C分 画を含
まない ｡R S は換気量 をほ と ん ど発現さ せ なか っ た . 肺胞 の 拡張
時(吸気時) に界面膜を形成 し たサ
ー フ ァ ク タ ン トの リ ン 脂 質
は , 収縮時 (呼気時) には 面積 の 減少と とも に 二 重膜 になる と
考え ら れ て い る . そ の 際, S P-C の α ヘ リ ッ ク ス 構 造部分 と パ
ル ミ トイ ー ル 基 は, 図8 に示す ように 二 重膜の 中に 入り込み構
わ た しを作り , ミ セ ル の 形成を阻止 して い るも の と想定 さ れ る ･
s p_C の α ヘ リ ッ ク ス 構造 は , 疎水性 が 強く , リ ン 脂 質 の 二 重
膜の 厚 さ に ほ ぼ等しい 長 さを有 して い る
34)
. 上 記 の 想 定を さ ら
に進 めれ ば , α ヘ リ ッ ク ス 構造を2個有す るpS P-C も同様の機
序 で二 重膜 の 異なる部分 に構 わ た しを作り, ミ セ ル 形成を阻止
する ので は ない か と推定され る.
以上の 実験結果 と考察 は, 人工 サ
ー フ ァ ク タ ン トを 開発する
際 に有益な参考 にな る で あ ろう . すな わち , S P- C を合成す る
際 に は , パ ル ミ トイ ー ル 基 の付加が重要で ある と 結論 さ れ た･
ま たS P_Cの 重合体 にも生理的活性が認 め ら れ た . S P-Cの 重合
体 は肺胞内で マ ク ロ フ ァ
ー ジ によ り代謝 され にく い と報告され
て おり 3翰, S P-C の重合体を使用すれば長時間作用性 の 人工 サ
~
フ ァ ク タ ン トを開発 でき る可能性も考え られ る . S P-C の 構 造
と機能の 関係 は上述の 人工 サ ー フ ァ ク タ ン トの 開発以外 にも,
A R D S での サ ー フ ァ ク タ ン トの 不 括化や P A Pの 病 因に も関与し
て い る と考えられ, さ ら に検討すべ き課題 であ ろう･
結 論
S P_ Cの 作 用機序 に関 して , パ ル ミ トイ
ー ル 側鎖 の 必要性を
検討す る た め , ま ずP A P患者の 肺貯留物 か ら パ ル ミ トイ
ー ル側
鎖 が欠損 した mS PLC, お よ び mS P-C が重合 し たpS P
-Cを抽出 し
た . 次 い で , こ れ らを用 い , 再構築サ
ー フ ァ ク タ ン トを作製し,
そ れ ぞ れの 生 理活性を ウサ ギ未熟胎仔を使用 して検討 した･
1. パ)t, ミ トイ ー ル 側鎖 が 欠損 した P AP患者由来の mS P-C に
は, 生理学的活性 が認め られ なか っ た ･
一 方 ･ mS P-C が重合 し
た pS P-C に は生理活性 が認 め ら れた ･
2. SP_ C が活 性を有す る た め に は , 第5 お よ び第6番目の ア
ミノ酸であ る シ ス テ イ ン の 側鎖 と して , パ ル ミ トイ ー ル 基 もし
くは α ヘ リ ッ クス な どの 疎水性構造 が必要 である ･
3. SP_C 内の 2個 の疎水性側鎖 は , サ
ー フ ァ ク タ ン トの 主成
分である リ ン 脂質 の 二 重膜 の 間に橋渡 しを 作り, ミセ ル 形成を
阻止 して , 表面活性を有する膜の形成を促進 させ る役割を果 た
して い る と 考え られ た.
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Key w ords pulm on a ryalve olarPrO tein osis,Su rfactantpro tein C, POlym ericfbr m, m O n Om ericform, Palmitoylre sidues.
A bstra ct
Surfactantpr otein C(SP-C)is anindispens able c onstituen t oflung surfactantwhich r edu ces the alveolar COntraC tilefo r ce
by fbrml ng a Surface active 丘Im ofphospholipids at the air-1iqtlidinterface. S P- C has t w ohydrophobic str uct re s,tO Wit
palmitoylresidues and an alpha-helix co n si ted of 26amin o-aCids, but the m echanis m sby which su rfa c ea ctivltylSPrOm Oted
ar enO tCle ar1y kno wn . Elu cidation ofthes e rn eCha nis m sis ne ededtoclarifythe etiolog yofr espiratory distre ss syndro me, a nd
m aybe usefu 1to develop an arti丘cialsurfactantfor tre a t me nt ofso m epulm on ary dis orde rs. Re c e ntly,tW O ty PeS Ofabnor m al
SP- C, m O n O m ericform S P-C(mS P-C)which lacks thepal mi toylre sidu es a ndpolym eric fbr m SP- C(PSPT C)which isfbrm ed
from tw o mSP- Cs, Wer efoundin the alve olarlav age fluid ofpatients with pulm on ary alve olarpr oteino sis･ T his study,
therefore, W a Sdesignedtoin ve stlgate the su rfac e activation me chamis m sby co mpan ngthepote n cies ofthe abn o rmal S P-Csto
that ofnor mal fbrm S P-C(nS P-C,Pr ePared from porcinelu ngs). For thispu rpose , S eV eralrecon stitutedsurfactants(R S)w e re
m adeby addingthese n orm aland abn ormal S P- Csto a basemixtu re ofsyntheticpho spholipids andporcin esu rfactantprotein
B, and the possiblethe rape utic eftcts o n respiratory distress we re studied inim m atu re n ewbo rn rab bits. Under m e chanical
Ve ntilatio n with a pe ak inspiratory pressu re of25 cmH20, the anim als r e c eivlng the base mixt ur e alo n e exhibited a tidal
VOlu me of7.3 ± 1.O ml此g(宮±SEM). No signi丘c ant impro v e ment in the tidalv olu m e w asobs e rv ed by addition of mSP- C
t o the mixture. By c o ntrast,thoseanim als re c eiving a R Scontaining nS P- C at2 % orpSP- C at2 % e xhibited signi 且c antly
(P<0.05)1arge rtidal v olu mes of1 4.3 ± 0.7 ml/kg a nd 1 8.4 ± 4.1 ml/kg, re SPe Ctiv ely. These res ultsindicate that the
palmi toylresidu esplay an im port an t rOleinimpro vlng thephysiologicalactivity oflung s u rfacta nt, but that m ole culeshaving
a c o upletalpha- helix stru Cture Canalso impro v ethe s urface ac tivity, eV e nifthepalmitoylresidu es ar eabse nt. T hese丘ndings
SuggeSt that the mechanism by which SP-C impro ves the a ctivity of lu ng surfacta ntisto pro m oteh fb rm ation ofa su rface
a ctiv e丘1m bybridgingthe gapbetwee n thedoublelaye rs ofpho spholipids wi th thetw ohydrophobic stru CtureS.
